'IZZ21 K ® 0ff « n, e9ungsschrift 

eutschland @D£ 19628705 A1 





Into* 

A61K 38/42 

A61K 33/38 



DEUTSCHE^ 
PATENTAMT 



Akteitttfchen; 18S2S7C5.7 
Anmeldetag: a 7.88 

Offcntagungstafl; 15. 1.98 



< 

id 



00 
M 

CO 
O) 



Ul 



Fresan,U8 AG. 61440 Oberumsl. DB 
® Vertraten 

U«»ckail&Stolbe % 22807 Hamburg 



@ Erftnder 

Bchnw ' Wolfram, Dr.. 36510 autzbach? DE 



i"a«e, Verfahren 



CM 



u 

o 



folscadon Angab«n mind ctu mg 



BUNDESDRUCKERS ,,.87 



11/23 



DE 196 28 705 Al 

2 

Beschrdbmw J^J^^T^, von Hamoglobln minds W- oder 

Die vorliegcada ErfiwW betrifft ncuc S*,,^*. ^^°^ VOTleta M«mWel bum sclektiv oder 

^^Dte&^bewa,^^^"* ' &i^, BM r d f verbandeo. wodJrcn 
der SMmtoff-Tran^on-Mittd <0s Kutenatettoi! £S22?i2S* 1 ' faolierten Hamoglo- 

Plasma-Bcpander, Perfuaommhtcl HiinodihXSmh ward Darch Auswahl ^rT ge . 

td^^kardtoplegfcAe^^ SMK?S2! , ^^dte^«rstolSffi 
D^Bntwickhms von stronnrfreSn Hflaogtebb-LO- ,o vwfetrffi^T^ *° daB 
mngen, sogenannten >ttmo<^hm-RR JXrw^~^„ yBmett » Hlmoglobin unter physioloxiichcn Bedln- 

«tor ctoor O^ml* »w to A^SS^XtoS SSi l ffi£J&?°y? 251 <»« K* 

fawendbeschriebea S^S^S Vern ^™« IB ^^VcrfcJ>twiz n oe. 

J? Ml "e"atz verwendbares HBOC- MOT tStoS^; ,Sf rd ?„ beispiebweise in DE- 
^^J^^tmirdieseProKEniels^wnd^ * lube. ^^^? 0 ? d "5 i « 41 (Art Crib, Blood 
kOnnte darflbCT hinaui als PJaama-ExpS, P»S * p^&Sft «P < 1994 X 923-931) be- 

$H»ateel Htoodlluttoasmlttel uadA^tedW f^^L- . <m ^f"^ fiber verjcMedene Hamo- 
gi^I^verwendet warden. «Jer lamDople- ^fonj^te^dlen^^ 
Obgteich der Bedarf an etnem derartifren Produki !»- o^S^., ** en <Ue Veroffeirtiictoiiigen von 

l^niipX hat biaber tK^lSSS M ArtCeI1S& ""-*■»•*. 2?S 

^^denS^^^enAr^ » fA*— Wp.^^ 

w^&SS^ 8 SanerstofrTransport-Mktel 1st der SOa-^^&^J? 231 CM** & 

Hirtfarbwoff Htaogtobfa. etn Ch^m^oSm Mill „ W^iSt^S^??* b DE2616 <»« Oder 
^Molelculargewjcat (MG) von «4 Kflodalton <U)»l ^ rttta£rf2£l!! ,b "5 tf tttere o£Fenb «« Verfah- 
2» ftWfhbestcht ^ ^ £ e tan^J^L^!^ in Hydrcaiywhytaarke 

haben. Dabea bandeh « rich mn «nen PwWRfe* ^S^^S. oa ^! Mta ^ entstehen Dial- 
mhzentralem Eaen-Atom. IsoBerSmnMSKto^ „ Wf^? ^' "J^g 013111 eeb««len wird. Demgegen- 
kCJe rind ,ehr instabi) und «rft^ rn^fa^ staM^ * ^3^^^^ DB 26 16 086 die KoppknTvonH^ 

wrta* von isoliertem Han£^hhTb^WrSl<£w £^ bel daB wnfidwt ek Vemetzungjmittel feB. 

J^SSSSU^S&BS" <V8L & ^ f ^toff-B 1 ndnn gS afflnhit der HEznoglobin- 
JWe zunaclut entv^tei ^OProdiik^ K«, R-n D ^t<' ^ neben der Awwahl von geeignewn v£ 
xndeo emnephroSeTp^^da^vSS & ^^tionsnriK^ vom 
nigungenderProduktemhrellXenB^^S « ffi^^T ^^PP* der Vemettu^ 

den natflrfichen, «Bo^isSen^rfi^ r ge genanaten Vcrfahren zur HeretcOnng von HBOC- 

^^da^Sbl^'SSSerSleS neSen'S^X''^^ Hw8teUl ^ ver- 

verbessem, sowie die nephnMMisdW^Dton« » I!^J^il^ k ? niprodukt ' ^ *" Zusammeiiset- 
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•ten kitchen Studien atfSStaTd^ KBS!^*" 1 ^ <^Bto£e- 
ren and (vgL Gould et d, a*^, und Alay^&Sl 085 S«-Ttopwt- 

ru, dafl «± die frei vwftgtore Nokw indfcaera mL^St^^? ^ «■ VoJumeneraaa ge- 

snscbredaziert AJs Folge der lokalen Verringerunx der tra hSn ™. i , ,T^*,. m dem K»nJu«M erhal- 
NO-Konzentration entsteht due svstm^^y^wZ -SS ZSStSi ?** v «rtrtlgiichkdt des Sauerstoff- 
striktfcn. die « Hypertonic Hhr! 8yStem * Cho Vasokon " ^ 1^°^"^ be f flndet rich ^ <tathdne 
Jia et aL (Nature, 380L ft99e>22l _22tt lrh rptw ^ 20 ° „if hende Kombimtion der vorteilhaften Saaer- 

to NO-KreS ^ dSS££: ^amod&tKms-Bgenschafte, dT^^ 

^P^b^arSSoSffi . ^S^^^^^va, 
Hangs auf andere Protdne ObertrairanL^^daAi^* hZJ^ 6 "?^ lnul «•* MolekOloberflacle des 

HBOOProdokte beahzet, jSSdTL dSS modowf ^ daB da, Ha- 

f«o^verpaclctwird,wodi^ St^^i ^ 20 ^ * fea- 

L1'!^?5^ 0 ^^«^SK«?- S^u^^l^i 13 ««L und besonders be- 
"eben (vgL Rudolph et aL Crit Care M^mTi^i Xt^EL cmer ,^? n ^ ntrMio o 10 g/dL. Das Sauer- 

"'a^^ Vertrt^^tv^rW^^^ 50 ™J tetauk J lm * ssend beschrfebeneo Ver&hrenT 
. Aufgabe der TOrGe^en E^^fX^ d*h,r WC 1" W °" Htaoglobm kannveraem 

lea. welches ala Blutcrsamtoff klinij^e^Sar^t '"S^" 1 rekombinanten Ur. 

reiwtelhmg dues geeignetea HenSlanraverfeh™^ ^rdejaberrascfaenderwelse featgesteflt. dafl die Ab^ 

ttese Aufgabe wird durch eh SaueSrraS- ^erfe^T^S^ die W der VerwZtag 

Motel geast welches da Htoogtobm-Hydrwn*^- ^? mog ^ bln » erwarten waren. Ene 

farke-Konjiigat emhfflt. in deia Httawdoto SrfS „ ^orzugte Austohrmigaform der Erfmdtmg bctriift da- 

^droxyethyistarke adektfv Ser KrfS^w? ^bS^S^^S^ 1 ^"^ 

Es hat stdi flberrascheoderwdse gezdgt, dafi erfin- " weD^m'^« 1 'i^''^j'^? Erfindnog wird fflr die^^sr* 
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^u^^ Polymeria^ ^j^^j^™^ , SJ™?^^^ dem man die reduzWdea End- 

Wttoff-Afflnhat (P» vt>n 20 bis 50 mm Hg)erhafc bS^^\£? 5 «* <0 kD, verweadet. besonders 
B*yop^ Yeroetan^sverfahren nnilC ^^^HydroxyetJv^ mit einem mitderen 
molefailare Vemebtmg mit bfa-ovSo^-rw, i™!Si!? e ?? :b ? ^ 5 bis 20 kDa. Bevorzwrto Hv- 
P^ptat (vgl xSpmeTal, CSSJS' .. JESS?**? ^^«fc»«SSKS. 
767-773) Oder Kaspirin £gi S™K i PtoKl " cSSSl^^ * and ein Verhatans von 

J^^!"^ Polymerisation nut Raffinose (vgl BP- Im lUhmen der Erfindung wW ft, die He«en Dnff 

form der Erfindnng iiegt das Himog^ vordfflS^ * S.!!f?1^. p,uteurisi ^ veraetztes und/oder 
^"^HydroxyedUta^So^^ Hftmoglobin verweadet Dm HtaoX 

teDweue desoxygcmerter Fonn v3St ^f?^ aerisohen ortarrtSSK 

soxygenierten Ponnen smd Zasammm J™Z? uf Ura P rnD «» »«»n. to Rahmea der vorfieS^n 

^ ^HaBK^obmberteb^r^ 25 iSf^^™ ^Saaerrtaff-Bindmigwaritat at* 

^frH^^^da^to^S^^ ISoffielSSE^ ^°*Bmd^ter p a £ 
^HTdwyethylstarke verweadet; die ein irdtderesMo- jSSKKTftESS" 1 an ?! ll 8 ficl «- 
WtBlargewkfat von 5 bis 40 kDa aufweiTwoW h£ J^?^Sif VW *?* tea Verfah ™ der Erftoctan* 
drojwhybtlrte mit einem initS MolebL^ _ _ ESti?" ^T^d" Endgruppen der Hytocye? 
wicbt von 5 bis 20 kDa besonden iSSSnm KeX * ££££ ^*- ea ^ d 5 mmM <^ iWyeSytoflrke 

ErfeduMjgeBUB bevorzngte Hydroxsethytafcta * Sh^ErS?*? ^^PP«n von Hydroxyethyfetarke 
kfM dnroh Sa^rebydroW beiroic^iw mitHn^t gebtmden. Dte Reaktion kana beispieWeise durcfa Ver- 

ke mit vergfcicfaiweise hobW^lewSSi^ **^^^^jhci tonrnu as zu einer nukleophflenSubitU 
wonnen werden. Dio HydroxycdwljUTkrwrf^lf^ ^onareaktjon zwucben einer frelec Amiaoznrooe des 
Bendm^Aeeton^g^^^^ 4 ^ 6 - «■ ^to^tolwatoHj^Sj 

^d der Au^ahl d^S&^X g^ to , "^^f^^^S^^ 
afedimgsgemSB werden Hamoglobb-HjdlwSbvt ^2 If Zl? 9 > *™H**«*fon8 von Blodc-Copojy- 

Im Rahmen der vwaegendea Erflndnmr wurde fe«- rSCSSS^J - *" 1881 ** » SynftesTeiiiet H8- 
^ dafl die b^lnnaBaSSSSS^ SSS^^LT^ ,oWSt kontroffieret 
^« von Saccharfden auf Hfciwrfo^ fvzlRafalS. „ SSSt^?"! Hta^obm-Ftormen as Hydroxyethyl- 

M»«Aa de. Konjngate. auageht, wean konSw «Sf hodBnote kuIaren HSmoglobin-Formen est. 
*5*oayethybtlrke verwendet wild. Erfindunesermi- oLia ^ u 

^jerstoff-TVanaport-KOttel wdsen^S^ G^^^T^Si Aurfahrungsform der Er- 
? od «xfortea HBOC-Prodaloen «xmh em« vo^«^ „ ?2S?§ I*^.* 6 * RfitJc ^bedingungen so ansge- 
^JBteWBtat bei 4'C mtd beiSi^^S 60 SX^^^^y^^^^^S- 
Damft htt das Sa U e^ S tof^^> MS port.MhtelOteTasche» kS^^^ Molefaikrgewidit zwiscben 100 und 

. ^^••sac^fieS^ 

P^ n ^t^JT m "^naoWndare rUmogteb^ 
Pormen nn ReaVdonsansatz, wobei ein Gehah von we- 
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oigtu* als 5% nk&t k 8 



^ VaCXte^P^ » fan^fe? ^ «**«*Bchen Standards™ 

atuhert Nj, He oder Ar, » spuing,, se in and wnTL,^L re , koml l ulaat <n Ur- 

^du^ge^^^^^Die Reduktion und 20g/dT^bei1^^ tratia,,von »^h«2 

lWbeyomgtfetDerGelmltanJ^Ha^^?^ » a to w&dungwenafl hev™™.*-. o 

Gemifl einer wdtora bp*™w. u_ von 1 : io bis 4 -lI**^Z^ I 5 OIWU8at 01 Albumin 

°& «>«chrieb e a^VW^ ^ s tend der Tech- t^^^^^^ dr ^y^^t^K^Z 

nam Gas, das Sauerstoff «SksiV n ™™ mh ex- dafflr die bes^mtZ^S . dw Erfindmw werden 

*«wmJ wiedethoJt und dteMfaSw 7*fL^ Wwild als Blut«^^^!!: K 2^ n S atcn A&u- 
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dardsdokmnentien. 
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Konjugates 



A. Oxidation 



HydroxyethyJstarkc 



^f"™JW»«r (KI) Ol N KOH Lfisung 
WW^te dte vom Jod stammende Farbe w 

M nd Jodl&tung und 23 ml KOH-Lfisung zu dem Re^k- 15 

pialyse mft awn AusschluBvohimen der DUkXnem- 
von etwa 9 kDa unterworfe* Nach c*K£«- „ 
^"JfW Kationen-Aiwanscher 
«m. Dm Ausbeum lag in daw GrtBenatSuSjvon 

B.1 Desoxygenierung von Hftmoglobai dnrcb Begasen * 

K ^*«« Sino Slo»*» (Biopure, Boston. USA) in einer 
*ommn»tion von 6g/dX in 05 M N«Q oil M 
NfcHPO* nnd 005 M NaHCQ, wurde dw^Beasen «. 

ntamg erfolgte b einem geschloasenen Betffltefin 
ten dtelfflffloglohin.Lonmg aber efeen GasauW 

tew Bd dnem Ochah von 70% Dctoxy-HWglobin 




H-2 Desojygcniennxg von Htooglobin mhtefe 
chcmischer Reduktkmsmitte, 

brin.AusschluBffraae von *i uv •iwJ—* 



bran-Ai 

schfieBend „ 
lyophffiaert 



— von 50 kDa abgetrennt An- 
das Hfcnoglobin unter Ns-Begastm* 



C Kopphmg von Hfimogiobin An die oxidiorten 55 
Endgruppen von Hydroxyctbylstfirke 

hJ^!^^ 9 ?. U dw in den Schritten BL1 und K2 
Wgcstdhen Htoogiobins wurda in 15 ml DMSO auf- 

Wn^DKffitWgenonmicnc Losnng voi««nJW £ 

digcmR^bdWCwurdco^Radc^ 
I^n^^yhTomntogr^>hIe (GPC) nnd Ultrafiltration « 

mit HQfc dcr GPC anhand von ^briuch&hen Stan- 



Pttentansprflche 

^^"^amport-Kfittel enthahend cin Ha- 

daB da, HainoglobSlTSf 
in dam Konjugat selekdv fiber 



Z = mo "»^«™voruegeo 

dad^^tonze«hn««.daB das Hamogtobm-Hy- 
™ 2 u*d 

L?^f rW ?"' 1>a, ? vort - MIttel Anspruch 2. 
^*8j*emB«ctoetdaB das HtooSKly3 

*^«^-T>anspon-Mlttel nach einem der An- 
sprOdm J Iba * dadurch eekennaddmet. daB das 
obm wnscbJchen, tierischen Oder rekora- 



JprM»l ba 4, dadurch gekenazeidmet. daB das 
Htoogtobm bovinen Urspruiifis 1st 
aSauentoB-Transport-MittEl nach einem der Aa- 
^Ocae I bis 5, dadurch «ek*naz«KdaB te 
Mamo^obin w dtr Kopphmg an die Hvdrorvet- 
^^ab^-Hamoglobmvo^S^ 
»Sl2f^" 1 ^?? 0rt - Mitw ««* enen der An- 
g««*e 1 bis 6. dadnrch gekennzeiclmet, daB das 

n^taria ab Mischung von Deso^HamogJoWn 

^^"J^obin 20 bi, 50% betragt 
lSanerstoff-TVansport--Mittel nach ebum der An- 
g»ac4e 1 bis 7. dadurch gekennxeichne., dafld^ 

^oSbtjT™ UDd/0dCr P^-^tes 

™^^^*? 50rt - Mitt<!l der An- 

JPrtche 1 bb 8. dadurch gekennzefchneL daB die 
Hyaroxyethjteirke em mitderas Molekularee- 
WKhtvon5bi3+0kDaaiifwdn. ^ 
^Jt^tott-Tnmspon-hGttei nach Anspmoh 10, 
oatech^Seton^cto^ daB die H^ycthyl- 
j«J^^ttercs Molckuiaigewicht voaS bis 20 

1L Sanersto«-Transport-M5tteI nach einem der 
ABSFMe 1 b«10, dadurch gekemaeichoet, daB 
d» Hycfroxyethylstarke einen molaren Subirito- 

r ?2L21i^ ^ 650 VaMhnis von 
i±£j™* , 5 ti S mBereich von 2 bis 20,jeweils 

*^entofn^p«rt. M 5 ttel nach einem der 

i^^Sf^' 1 ^ 81 ?^"^^ nach Anmrucb 12. 
dadorcfa > geke n n T f Hmm , dafl das Aflnmnn W 
"^unnn menschlkAcn, tierischen odwrSwS 
nantenUnpnmgsist 

i 4- i^5^"Trw»P0rt-Mittei nach einem der 
13, dadurch gekemadchnet, 
daBdasAIbmnmbemerKoniratrS^Sen^ 



'Jl 
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und20g/dLvorHegt 12 

L^^ffi^^ ehem der 
^Mma a* wiBrigc LB^g ^ ^ Lyophmm 

reader, 7" ^ri^enden reduae- 

WC vennkcfct Sfl*eIkomponenten btd M 

£ningib^ tlensclm oder rekombinanten Ur- 
S^^? 1 ! ^^Substitution im 



